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(57) Abstract 

Electrically conductive electroactive conjugated polymers, and uses thereof, said polymers including at least one functional group 
covalently bonded to a first biological molecule or anti-ligand of formula (II), wherein n is an integer other than zero and i is an integer 
from 2 to n-1, and each of Ri, R'' and which are the same or different, is H or a functional group covalently bonded or bondable to a 
first biological molecule or anti-ligand. 

(57) Abrege* 

L'invention a pour objet des polymeres conjugues, flectriquement conducteurs, et flectroactifs et leurs utilisations, ces polymeres 
comprenant au moms un groupe fonctionnel lie, par covalence, a une premiere molecule biologique ou anti-ligand repondant a la formule 
(II) dans laquelle n est un nombre entier non nul et i est un nombre entier variant de 2 a n-1, et R'l, R'i, R>o f identiques ou differents 
represent chacun H ou un groupe fonctionnel susceptible de se iier, ou Ue\ par covalence, a une premiere molecule biologique ou 
anti-ligand. M 
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POLYMERES CONJUGUES FONCTIONNALISES ELECTRIQUEMENT 
CONDUCTEURS ET ELECTROACTIFS, ET UTILISATIONS 

Les polymeres conjugues, tels que polypyrroles, polythiophenes, polyanilines, 
5 polyphenylenes, et leurs derives sont connus pour leur caractere electroactif, 
largement decrit dans des ouvrages de revue tel que "Handbook of Organic 
Conducting Polymers (T.J. Skotheim Editeur, Marcel Dekker, New York, 1986). 
Ces polymeres sont obtenus sous forme de film sur electrode, sous forme de films 
auto-supportes ou encore sous forme de composite lorsqu'allies a un polymere 
10 polycationique ou polyanionique et se comportent comme des electrodes organiques, 
qui se chargent suivant un processus d'oxydation anodique, par insertion d' ions du 
milieu eiectrolytique. Ce processus electrochimique est reversible, la reduction 
provoquant l'expulsion des ions de ce polymere conjugue ou du composite 
electroactif. 

15 Une seconde generation de polymeres conjugues a ensuite 6te decrite dans la 

litterature, obtenue par le greffage covalent, sur les unites monomeres des polymeres, 
de groupes fonctionnels, capables d'apporter une fonction additionnelle a ces 
polymeres conjugues eiectroactifs. A titre d'exemple, des complexes metalliques 
electrocatalytiques ont 6t6 greffes sur les unites monomeres du polypyrrole, des 

20 macrocycles complexants specifiques ont 6t6 greffes sur les chaines de polypyrrole ou 
de polythiophene pour la reconnaissance de cations dans un milieu eiectrolytique, des 
groupes chiraux ont 6t6 greffes sur des polythiophenes pour la reconnaissance 
d'anions optiquement actifs. L'ensemble de ces voies de fonctionnalisation a fait 
egalement l'objet de mises au point detoillees dans la literature (F. Gamier, Angew. 

25 Chemie, 1989, 101, 529; A. Deronzier, J.C. Moutet, Acc. Chem. Res. 1989, 22, 
249; J. Roncali, Chem Rev., 1992, 92, 711). 

Ces derniferes annees des auteurs se sont interess6s a l'utilisation de polymeres 
conducteurs fonctionnalises pour le developpement de capteurs d'analytes, notamment 
a but diagnostique. Toutefois, comme indiqug dans la demande de brevet EP 0 314 

30 009, il etait communement admis par la communaute scientifique que des polymeres 
de pyrrole substitues au niveau soit de l'atome d'azote , soit directement au niveau 
des atomes de carbone du cycle pyrrole n'etaient pas de bons candidats pour le 
developpement de capteurs d'analytes du fait notamment de la perte de conductivity 
desdits polymeres quand des groupements fonctionnels sont introduits sur le cycle 

35 h6teroatomique. Pour r&oudre ce probleme les auteurs de cette demande de brevet 
avaient done envisage d'utiliser des polymeres 2,5-di(2-thienylpyrrole) sur lesquels 
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6tait greff6e en position 3 du noyau pyrrole une partie reactive k laquelle pouvait etre 
U6e par covalence une moldcule organique. II convient toutefois de noter qu'en raison 
de Thydrophobicit6 des noyaux thiophfenes les polym&res dScrits ne peuvent etre 
conducteurs et 61ectroactifs dans les milieux aqueux et de ce fait ne semblent etre 

5 adapt6s pour la detection et/ou la caract&isation d'un analyte dans un 6chantillon 
biologique (voir J. Roncali et aL, Chem. Comm., 1986, page 783 et G. Tourillon et 
al., Hectronal.Chem., 161, 407, 1984). 

On a maintenant d6couvert de manifcre tout k fait surprenante et k rencontre 
de ce qui 6tait jusque Ik admis par les specialistes que la conductivity et 

10 T61ectroactivit6 de polypyrroles sont conservees k la condition que le greffage d'un 
groupement fonctionnel soit effectu£ en position 3 ou 4 sur le noyau pyrrole k 1'aide 
d'un agent de fonctionnalisation qui permet Teloignement de la fonction visee par 
rapport au noyau pyrrole. A rextr6mit6 libre du groupement fonctionnel est lie par 
covalence un anti-ligand sans que soient modifiees les proprietes precitees du 

15 polymfere. De tels polymferes fonctionnalis6s n'ont k ce jour jamais ete decrits et se 
sont r6v616s 6tre parfaitement appropries comme capteurs d'un ligand biologique. Par 
ailleurs, les polypyrroles se r6vfclent etre des polymferes int^ressants du fait de leur 
biocompatibilit6. Enfin, les polypyrroles ainsi fonctionnalisds permettent de r6aliser 
des polymferes flectroactifs et conducteurs d'epaisseurs importantes (jusqu'& plusieurs 

20 millimetres), ce qui autorise une grande den site de sites fonctionnels et ameliore 
d'autant la sensibilite. 

L' invention a done pour objet un polymfere fonctionnalise, electriquement 
conducteur et electroactif qui repond k la formule I : 



25 




dans laquelle: 

30 *n est un nombre entier non nul et i est un nombre entier variant de 2 a n-1 , et 

*Rl, Ri, R n , identiques ou differents, repr6sentent chacun H ou un groupe 
fonctionnel susceptible de se lier, par covalence, a une premiere molecule biologique 
ou anti-ligand, et en ce que ledit polymfere presente une conductivity et une 
61ectroactivit6 sensiblement du meme ordre que celle du polymfere conjugue non 

35 fonctionnalis6 correspondant, e'est-^-dire du polymfere de formule I correspondant, 
dans laquelle R 1 , R*, R n represented chacun H. 
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Plus particulferement, le ou les groupement(s) fonctionnel(s) sont 
independamment choisis dans l'ensemble de groupes fonctionnels suivants : 
Yp-C-X ou X represente H, OH, un radical O-alkyle inferieur substitue ou non, un 
halogfcne, notamment CI; Y p -NHZ, Z reprdsentant H ou un radical alkyle; Y p -NH- 
5 CO-CF3; Yp-X ou X repond k la definition ci-dessus, p etant un nombre entier de 
preference egal k 0,1 ou 2 ; -Si(alkyle)3, -Si(alkoxyle)3, ou un groupement ester 
active tel que le N-hydroxy-succinimide. 

Pr£ferentiellement, Y represente un groupement choisi parmi les alkyles ayant 
de 1 k 5 atomes de carbone, les alkoxyles ayant de 1 k 5 atomes de carbone, les 
10 polyethers repondant a la formule generate (CH2-CH 2 -0) m -(CH2) m -, m 

representant un nombre entier variant de 1 k 3 et m' un nombre entier egal k 1 ou 2. 

L'invention a egaJement pour objet un polymere conjugue, electriquement 
conducteur, et glectroactif comprenant au moins un groupe fonctionnel lie, par 
covalence, k une premiere molecule biologique ou anti-ligand repondant a la formule 
15 II: 




20 

dans laquelle : 

* n est un nombre entier non nul et i est un nombre entier variant de 2 a n-1, et 

* R'l, R fi , R'n, identiques ou differents, representent chacun H ou un groupe 
fonctionnel susceptible de se lier, ou lie, par covalence, a une premiere molecule 

25 biologique ou anti-ligand. 

Avantageusement, les groupes fonctionnels l\6s a une molecule biologique ou 
ligand sont choisis, avant reaction avec cette derniere, dans Tensemble des groupes 
fonctionnels suivant : 

Yp-C-X ou X represente H, OH, un radical O-alkyle inferieur substitue ou non, un 
30 halogfene, notamment CI; Y p -NHZ, Z representant H ou un radical alkyle; Y p -NH- 

CO-CF3; Y p -X oii X r6pond k la definition ci-dessus, p etant un nombre entier de 

preference egal i 0,1 ou 2 ; -Si(alkyle)3, -Si(alkoxyle>3, ou un groupement ester 

active tel que le N-hydroxy-succinimide. 

En particulier, les groupes fonctionnels lies a une molecule biologique sont 
35 identiques et consistent, avant reaction avec la ou les premiere(s) molecule(s) 

biologique(s), en -(CH2)-COOH, lesdites.premieres molecules biologiques ou anti- 
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ligands etant choisies parmi les peptides ou derives de peptides notamment Gly-Phe, 
Phe-Pro, Phe-HEA-Pro, et parmi les polynucleotides tels que 1* oligonucleotide de 
sequence: CCTAAGAGGGAGTG. 

Un autre objet de Tinvention est Tutilisation d'un polymfere conjugue tel que 
5 defini pr6c6demment pour detecter ou doser, in vitro ou in vivo, une seconde 
molecule biologique ou ligand, differente de Tanti-ligand et interagissant 
sp6cifiquement avec ce dernier, la detection et/ou le dosage dudit ligand etant 
effectue par observation et/ou mesure d'une difference de potentiel ou d'une variation 
de courant entre le polymfcre conjugue non lie au ligand et le polymere conjugue lie 
10 au ligand. 

En particulier, les poly meres de T invention sont utilises pour detecter et/ou 
doser une enzyme, telle qu'une enzyme proteolytique notamment la carboxypeptidase 
A, ou un polynucleotide ou pour extraire, in vitro ou in vivo, une seconde molecule 
biologique ou ligand, differente de Tanti-ligand et interagissant specifiquement avec 
15 ce dernier. 

Dans un mode de realisation de V invention, le polymere conjugue est depose 
sur un substrat conducteur, tel que le metal ou un derive du carbone, ou sous la 
forme d'un film auto-supporte. 

Enfin, Tinvention concerne une Electrode et un film auto supporte consumes 

20 d'un substrat conducteur tel qu' un metal ou un derive de carbone et d'un polymere 
tel que defini precedemment. 

Dans un mode de realisation, l'anti-ligand est specifique du ligand ou 
molecule cible. L'anti-ligand est notamment choisi pour former un complexe anti- 
ligand/molecule cible. A titre d 'exemple, le complexe peut etre notamment represente 

25 par tout couple peptide/anticorps, anticorps/haptene, hormone/recepteur, les hybrides 
polynucleotide/polynucleotide, polynucldotide/acide nucleique ou analogues. 

Le terme "polynucleotide" tel qu 1 utilise dans la presente invention designe un 
enchainement d'au moins cinq desoxy ribonucleotides ou ribonucleotides comprenant 
eventuellement au moins un nucleotide modifie, par exemple un nucleotide 

30 comportant une base modifiee telle que l'inosine, la methyl-5-desoxycitidine„ la 
dim6thylamino-5-desoxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2,6~purine, la bromo- 
5-desoxy uridine ou tout autre base modifiee permettant 1* hybridation. Ce 
polynucleotide peut egalement etre modifie au niveau de la liaison internucieotidique 
(comme par exemple les liaisons phosphorothioate, H-phosphonate, alkyl- 

35 phosphonate), au niveau du squelette comme par exemple les alpha-oligonucieotides 
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(FR 2 607 507) ou les PNA (M. Egholm et al., J. Am. Chem. Soc., (1992), 114, 
1895-1897). Chacune de ces modifications peut etre prise en combinaison. 

Le terme "peptide" tel qu 1 utilise dans la presente demande signifie notamment 
tout peptide d'au moins deux acides amines, notamment proteine ou fragment de 
5 prot6ine, oligopeptide,, extrait, s6pzr€ ou substantiellement isole ou synth&ise, 
notamment ceux obtenus par synthese chimique ou par expression dans un organisme 
recombinant; tout peptide dans la sequence duquel un ou plusieurs acides amines de 
la s6rie L sont remplaces par un acide amine de la serie D, et vice-versa; tout peptide 
dont Tune au moins des liaisons CO-NH, et avantageusement toutes les liaisons CO 

10 NH de la chaine peptidique est (sont) remplacee(s) par une (des) liaisons NH-CO; 
tout peptide dont Tune au moins des liaisons CO-NH et avantageusement toutes les 
liaisons CO-NH est ou sont remplacee(s) par une ou des liaison(s) NH-CO, la 
chiralit6 de chaque residu aminoacyle, qu41 soit implique ou non dans une ou 
plusieurs liaisons CO-NH sus-mentionnees, etant soit conservee, soit inversee par 

15 rapport aux rdsidus aminoacyles constituant un peptide de reference, ces composds 
6tant encore design6s immunor&roides, un mimotope. 

De nombreuses classes de peptides peuvent etre greffees, comme le montre la 
liste non exhaustive ci aprfes: hormones adrenocorticotropiques ou leurs fragments; 
analogues d'angiotensines ou leurs inhibiteurs (composants du systeme renine- 

20 angiotensine qui r£gulent l'hypertension renale); peptides natriuretiques; bradykinine 
et ses derives peptidiques; peptides chimiotactiques; dynorphine et ses derives; 
endorphines ou analogues; encephalines ou leurs derives; inhibiteurs d'enzymes (tels 
que proteases); fragments de fibronectine et derives; peptides gastrointestinaux; 
peptides associes au largage d 1 hormones de croissance; neurotensines et analogue; 

25 peptides opioides; oxytocine, vasopressine, vasotocine et derives; proteines kinases. 

Les peptides ou les polynucleotides possedent une activite biologique elevee, 
et sont connus pour controler de nombreuses fonctions biologiques (A.S. Dutta, 
Advances in Drug Research, B. Testa Editeur, Academic Press, New York, 1991, 
21, 145).. Les peptides montrent par exemple un potentiel therapeutique trfes 

30 important en tant que recepteur agoniste ou antagoniste, en tant qu* inhibiteurs trfes 
puissants qui se lient de fa?on forte a des enzymes, principe sur lequel est basee la 
chromatographic dite d'affinite. Par ailleurs, les polynucleotides peuvent, par 
reaction d'hybridation selective avec d'autres nucleotides ou fragments d'acides 
nucl^iques cibles, donner lieu a des phenomfenes de reconnaissance interessants, 

35 permettant notamment le developpement de nouveaux capteurs de genes. Ainsi, pour 
detecter et/ou doser un acide nucleique ou un fragment d'acide nucleique cible, un 
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polymfere fonctionnalise lie au moins partiellement a un polynucleotide antiligand est 
mis en contact avec un 6chantillon susceptible de contenir la cible, puis on d&ecte la 
reaction d' hybridation si elle a eu lieu, soit directement par mesure d'une difference 
de potentiel ou de variation de courant entre le polymfere non lie et le polymfcre lie 

5 ayant r£agi avec la cible, soit indirectement par la meme mesure que precedemment, 
mais k 1'aide d'un polynucleotide supplemental de detection susceptible de reagir 
avec la cible, ledit polynucleotide supplemental 6tant de preference contigu au 
polynucleotide antiligand et marqu6 avec une molecule electroactive. 

Le terme "anticorps" tel qu' utilise dans la presente demande signifie tout 

10 anticorps monoclonal ou polyclonal, tout fragment d'undit anticorps tel que fragment 
Fab, Fab f 2 ou Fc, ainsi que tout anticorps obtenu par modification ou recombinaison 
g6n6tique. 

La fonctionnalisation du polypyrrole en position 3 ou 4 du cycle pyrrole peut 
etre effectuee, soit sur les unites monomferes avec etape de polymerisation 

15 subs6quente, soit sur les unites monomferes d'un polymfere synthetise au prealable. 
Tout agent de fonctionnalisation approprie peut etre utilise, a la condition qu'il 
comprenne au moins une fonction reactive susceptible de reagir avec les atomes 3 
et/ou 4 du noyau pyrrole. L' agent de fonctionnalisation peut ainsi etre un agent 
unifonctionnel, k la condition qu'aprfcs l' etape de greffage sur le noyau pyrrole une 

20 nouvelle fonction reactive soit introduite pour reaction subsequente avec l'anti-ligand, 
soit plurifonctionnel tel que des agents bifonctionnels et en particulier homo ou hetero 
bifonctionnel. A titre d'exemple, Tagent de fonctionnalisation est choisi parmi les 
chaines alkyles ou alkoxyles ou polyethers substituees ou non et terminees par un 
groupe portant une fonction reactive. La fonction reactive est notamment representee 

25 par un groupement fonctionnel tel que groupement carboxylique, hydrazide, amine, 
nitrile, aldehyde, thiol, disulfure iodoacetyle, ester, anhydride, tosyle, mesyle, 
trityle, silyle ou analogues. 

La formation d'un conjugue resultant du couplage covalent d'un anti-ligand, 
par exemple un polynucleotide a un polypyrrole fonctionnalise selon Tinvention peut 

30 etre effectuee selon les methodes dites directes ou indirectes connues. 

Par exemple, dans le cas d'un polynucleotide, selon la methode directe, on 
synth6tise un polynucleotide ayant une fonction reactive sur un site quelconque de la 
chaine nucltotidique comme par exemple, Textremite 5 1 ou Textremite 3', ou sur une 
base ou sur un phosphate internucleotidique, ou sur la position 2* d'un sucre. Le 

35 polynucleotide est ensuite couple au polymere, prepare au prealable et comportant 
une fonction reactive complementaire de la pr6cedente, c'est-a-dire permettant la 
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formation d'une liaison covalente par reaction entre les deux fonctions reactives 
complementaires, l'une portee par le polynucleotide et l'autre par le polymere 
fonctionnalis6. Par exemple, de facon connue, on peut coupler des amines primaires 
avec un acide carboxylique active ou un ald6hyde ou bien une fonction thiol avec un 
5 halogdnoalkyle. De preference, la fonction reactive du polynucleotide pour le 
couplage sur le polymere est a l'extremite 5' ou 3'. 

Dans la methode de couplage indirecte, le polynucleotide et le polymere sont 
chacun porteurs d'une fonction reactive, ces fonctions reactives pouvant etre 
identiques ou diffdrentes l'une de l'autre, ces deux fonctions n'etant pas 

10 complementaires mais etant capables de r6agir avec un agent intermediaire de 
couplage qui est un reactif bifonctionnel (homobifonctionnel si les deux fonctions 
sont identiques ou heterobifonctionnel si les deux fonctions sont differentes). Parmi 
les agents de couplage homobifonctionnels, on peut citer le DITC (phenylene-1,4- 
diisothiocyanate), le DSS (disuccinimidylsuberate) ou analogues. Parmi les agents de 

15 couplage h6t6robifonctionnels, on peut citer le SMCC (succinimidyl-4-(N- 
mal6imidom6thyl) cyclohexane-l-carboxylate), ou le SMPB (succinimidyl-4-(p- 
maieimido phenyl) buryrate), capables de reagir d'une part avec une amine primaire 
et d' autre part avec un thiol. 

L'invention sera mieux comprise a la lecture de la description detaillee qui va 

20 suivre faite en reference aux figures annexees dans lesquelles, 

la figure 1 represente des exemples de polymeres conjuguds tels que 1) polyacetylene; 
2) polypyrrole ; 3) polythiophene ; 4) polyphenylene ; 5) polyaniline ; 
la figure 2A represente un polypyrrole substitu6 en position 3 avec l'acide acetique 
(1) et et les figures 2B, 2C, 2D, 2E et 2F representent des polypyrroles substitu6s en 

25 position 3 avec differents peptides (2 k 6, respectivement) ; 

la figure 3 represente les voltamogrammes de quatre polymeres fonctionnalisds, ci- 
dessous identifies en milieu H20-NaCl 0,5 M 

le poly(pyrrole-ac6tique acide) en (1), le poly(pyrrole(Gly-DPhe)) en (2), le 
poly(pyrrole(Val)) en (3) et le poly(pyrrole(Phe)) en (4) ; 
30 la figure 4, represente le voltamogramme de Poly(2), en milieu HbO-NaCl 0,5 M, en 
presence de carboxypeptidase A en concentration respectivement de 0,0 mg dans 
5cm 3 d'electrolyte (a), 1,2 mg dans 5cm 3 d'electrolyte (b), 2,4 mg dans 5cm 3 
d'electrolyte (c), et 5,0 mg dans 5cm 3 d'electrolyte (d) ; 

la figure 5, correspond a la reponse amperometrique d'une electrode, Poly(2), en 
35 fonction de la quantity d' enzyme, carboxypeptidase A, en nanomoles, existant dans 

PIUILLE RECTIFIEE (REGLE 91) 
ISA/EP 
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le milieu. La relation linEaire entre courant observE et quantitE d 'enzyme, k un 
potentiel de 0,3 V est donnEe par rapport a une electrode calomel saturE, 
la figure 6, est un schema de principe d'un transistor microElectrochimique & effet de 
champ pour la detection (amplifiEe) de la presence d'une espEce biologique reconnue 
5 par un polymEre conducteur fonctionnalisE. Les abrEviations suivantes signifient 
respectivement: P : polymEre. Sub, substrat. S, D, Electrodes de source et de drain 
respectivement CE, contre-Electrode jouant le role de grille G. R, Electrode de 
reference. Poten., potentiostat, 

la figure 7, est un schema de principe d'une cellule Electrochimique a membrane 
10 polypyrrole fonctionnalisEe et k deux compartiments, pour Textraction d'espEces 

biologiques reconnues par un substituant greffd sur une chaine de poly mere conjugud electroactif, 

la figure 8, reprEsente le voltamogramme du poIy[N-hydroxysuccinimide-3-pyrrole], 
en milieu acEtonitrile-0,1 M LiC104 avec une Electrode de reference au calomel 

saturE, montrant une ElectroactivitE et une rEversibilitE Electrochimique ElevEes, 

15 la figure 9, reprEsente le voltamogramme d'une Electrode de copolymEre 
Poly([pyrrole-ODN] [pyrrole-COOH]) , avec comme polynuclEotide ou 
oligonuclEotide ODN de sEquence CCTAAG AGGG AGTG . Aucune modification 
n'est observEe aprEs incubation de ce polymEre avec une sEquence non cible, 
GGTGATAGAAGTATC, et 

20 la figure 10, reprEsente le voltamogramme d'une Electrode de copolymEre 
Poly([pyrrole-ODN][pyrrole-COOH]), avec comme oligonucleotide ODN: 
CCTAAG AGGG AGTG. Cette Electrode a EtE incubee en prEsence d'une cible, 
CACTCCCTCTTAGG, 335 nmole, k 37°C pendant 2h. Cette Electrode a ensuite EtE 
f rincEe et analysEe en milieu Electrochimique. Un dEplacement de potentiel est observE 

25 par rapport au voltamogramme prEcEdent. 

Les polymEres selon Tinvention sont notamment utilisables pour la dEtection 
d' espEces biologiquement actives susceptibles d'etre prEsentes dans un Echantillon et 
de rEagir avec Tanti-ligand ou les anti-ligands greffEs. En effet, comme montrE ci- 
aprEs on observe que les polymEres conjuguEs fonctionnalisEs en position 3 de leur 

30 hEtErocycle et auxquels sont greffEs un ou plusieurs anti-ligands, aprEs rEaction avec 
un ou plusieurs ligands, prEsentent une modification de la rEponse Electrochimique 
par rapport & un polymEre de rEfErence n'ayant pas rEagi avec le ou les ligands d'un 
milieu biologique, visualisEe par un changement du potentiel d'oxydation. Cette 
variation du voltamogramme Electrochimique d'oxydorEduction du polymEre confEre 

35 une fonction de capteur, et peut ainsi etre utiiisEe pour une mesure quantitative de 
1'espEce biologiquement active, soit par la variation du potentiel, k courant fixe, soit 
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par la variation du courant, a potentiel fixe, ou encore par la realisation de transistors 
micro61ectrochimiques k effet de champ. 

Par ailleurs, les polymferes de r invention sont egalement utilisables pour 
l'extraction d'espfeces biologiquement actives en solution. Dans plusieurs cas, 
5 l'espfcce biologiquement active en solution se combine de fagon forte a l'anti-ligand 
greffiS sur la chaine de polymfcre, tel qu'un peptide bioactif ou un polynucleotide, ce 
qui permet done d'extraire l'espfcce biologiquement active de fa?on selective d'un 
milieu. Ce type d'extraction peut etre realise in vitro, ou meme in vivo lorsque le 
polymfere support est biocompatible, tel que le polypyrrole par exemple. 

10 Enfin, les polymeres de Tinvention peuvent etre une source de relargage, d'un 

milieu dans un autre milieu, d'espfeces biologiquement actives (enzymes ou autres). 

La fonctionnalisation des polymeres conducteurs electroactifs de l'invention, 
tels que polypyrroles, par des groupes montrant une reconnaissance vis a vis de 
compos6s d'interet biologique peut etre etendue & la reconnaissance d'acides 

15 nucl6iques (AN). Ainsi le greffage de polynucleotides ou oligonucldotides, ODN, le 
long de la chaine conjuguee de polymfcres doit permettre la discrimination au sein 
d'un milieu biologique des AN ou fragments d'AN correspondants. Cette 
reconnaissance sera operee par hybridation selective entre 1'ODN, greffe sur le 
polymfere, et VAN correspondant existant dans le milieu externe, dans lequel est 

20 immerge le film de polymere fonctionnalise, a Timage de la reconnaissance 
"peptide/enzyme" decrite ulterieurement. La complexation M ODN/ AN" resulte en une 
modification des proprietes physicochimiques du polymere conjugue, dont la 
caracterisation permettra de confirmer la presence de r AN recherche. 

Le point essentiel concerne la nature des propri6t6s physicochimiques du 

25 polymfere appelees a etre modifiees lors de la reconnaissance "ODN/ AN". En effet, 
afin de developper une m&hode de mesure rapide, sensible et quantitative de la 
presence d f AN, le but de la presente invention concerne Telaboration de materiaux 
61ectroactifs, dont la reponse ^lectrochimique sera modifiee apres hybridation 
"ODN/AN". La modification concernera une variation de type potentiometrique, 

30 comme variation du potentiel d'oxydation du polymere, ou amperometrique, par 
variation du courant d ! oxydation (ou de reduction) observe a un potentiel determine. 
Ces variations de reponse 61ectrochimique pourront etre mesurees quantitativement, 
les films de polymferes fonctionnalises etant utilises soit comme capteurs 
61ectrochimiques de type amperometrique ou potentiometrique, soit encore dans une 

35 structure de transistor microelectrochimique a effet de champ, ainsi que cela a 6te 
d6crit pr6c6demment dans le cas de la reconnaissance enzymatique a partir de 
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peptides greffes sur polypyrrole. L'interet de ce type de mesures concerne la rapidite, 
la sensibilite, et la possibility de r£aliser aisement des cartes matricielles de 2n 
£16ments de mesure, comportant n ODN cibles et non cibles, capables done de 
discriminer rapidement la presence ou r absence de genes dans un milieu. 

5 De meme que dans le cas de la reconnaissance enzymatique prdcedemment 

decrite, un second point essentiel concerne le fait que pour obtenir une reponse 
£lectrochimique a un phenomfcne de reconnaissance, la fonctionnalisation en position 
3 d f un noyau h&erocyclique (pyrrole) est indispensable. 

Afin d'assurer une reponse de type eiectrochimique precise pour ces 

10 polymeres, il est necessaire que la fonctionnalisation des chaines conjuguees soit 
compatible avec une electroactivite importante du polymere fonctionnalise. La 
necessite d'une telle electroactivite exige, dans le cas de polyheterocycles hydrophiles 
tels que le polypyrrole, que la fonctionnalisation soit operee en position 3 du cycle 
pyrrolique. Les polymfcres de r invention sont des polymeres electroactifs dans 

15 lesquels soit toutes les unites monomeres sont fonctionnalisees avec un antiligand tel 
qu'un oligonucleotide, soit une partie seulement des unites monomeres sont ainsi 
fonctionnalisees. II est bien entendu que les unites monomeres peuvent etre 
fonctionnalisees par des antiligands identiques ou differents, dans ce dernier cas les 
polymeres de T invention peuvent etre utilises pour la detection de plusieurs ligands 

20 cibles dans un meme echantillon. Les polymeres de l'invention peuvent etre realises 
par les differentes voies suivantes: 

a) Polymferes totalement fonctionnalises. 

Dans cette voie, la premifcre 6tape concernera la fonctionnalisation du monomere, tel 
que pyrrole, par un antiligand tel qu*un oligonucleotide determine. La seconde etape 
25 concernera ensuite la polymerisation de ce monomere, aboutissant a un film de 
polymere dans lequel toutes les unites monomeres sont fonctionnalisees. 

b) Copolymeres partiellement fonctionnalises. 

Dans le cas particulier des acides nucleiques cibles, et compte tenu du fait de leur 
taille g£n6ralement importante, la fonctionnalisation de toutes les unites monomeres, 
30 de petites tailles, du polymfere n'est pas necessaire, et Tune des voies concernera 
done la realisation, d'un copolymfere, qui fera intervenir d'une part les unites 
monomeres fonctionnalisees decrites en a), et egalement des unites pyrrole non 
fonctionnalisees avec l'oligonucleotide antiligand. 

c) Fonctionnalisation d'un polymere precurseur 

35 La fonctionnalisation partielle d'un film de polymfcre peut egalement etre r£alisee k 
partir d'un film de polymere conjugue, dans lequel sont introduits au prealable des 
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groupes chimiques compatibles avec le greffage d'un antiligand tel qu'un 
oligonucleotide. Dans cette voie, un monomfere comportant un synthon de greffage 
sera d'abord realise, tel que le [N-hydroxysuccinimide-3-pyrrole]. Le synthon [N- 
hydroxysuccinimide] est connu pour permettre le greffage ulterieur d'un 
5 oligonucleotide. Ce monomfere sera par la suite polymerise, ou encore copolymeris£ 
avec un autre derive de pyrrole. Le film de polymere obtenu sera ensuite immerge 
dans un milieu r£actionnel contenant un oligonucleotide, et la reaction de greffage de 
cet oligonucleotide sur les monomferes pyrrole sera entreprise. Ce greffage 
n'interviendra en fait que sur une partie des unites monomeres pyrrole constitutives 
10 du polymfere. 

Exemple. 1 : Synthese des monomferes 
Dans Texemple decrit dans ce qui suit, le polypyrrole (1) a ete choisi comme support 
polymfere conjugu6 compte tenu de sa biocompatibilite (H. Naarmann, 

15 communication personnelle). Un bras espaceur acetyle A, est greffe entre Tatome de 
carbone 3 du noyau pyrrole et le substituant peptidique pour preserver la conductivite 
et reiectroactivite du polypyrrole fonctionnalise correspondant. Differents peptides, 
avec leur fonction terminale carboxylique non protegee ou protegee sous la forme 
ester m6thylique, ont ete choisis pour leur pertinence biologique et greffies sur un 

20 monomfere pyrrole-acetique acide, PyA (1). Plusieurs mono et dipeptides ont ete 
greffes, et ont conduit aux derives pyrroliques suivants, representes sur la figure 2 : 
pyrrole-acetique acide, PyA (1), pyrrole(Glycine-dPhenylalanine), Py(Gly-DPhe) (2), 
pour sa capacite de complexation avec les enzymes proteolytiques tels que 
carboxypeptidase A (Sigma) et trypsine (Sigma) (J.R. Uren, Biochim. Acta, 1971, 

25 236, 67), pyrrole(valine), Py(Val) (3), pyrrole(phenylalanine), Py(Phe) (4), 
pyrrole(Phenylalanine-Proline), Py(Phe-Pro).(5). Des derives de dipeptide plus 
volumineux peuvent egalement etre greffes, tel que le Phenylalanine- 
Hydroxyethylamine-Proline, Py(Phe[HEA]Pro) (6), connu pour 6tre un inhibiteur 
potentiel interessant pour la protease associee au virus HIV-1 du SID A. Ces 

30 monomferes ont ete synthetases suivant une voie chimique decrite (D. Delabouglise, 
F. Gamier, Synth. Met., 1990, 39, 117). Ces monomeres ont ete purifies et 
caracterises par RMN, microanalyse, et spectrometrie de masse. 
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Exemple 2: Polymerisation 
Ces monomferes ont 6te polymerises par voie electrochimique sur electrode de platine 
de 0,7 cm 2 » ainsi que sur grille de platine de 10 cm 2 de surface, en milieu carbonate 
de propylene avec 0,5 M de NaCl, a un potentiel constant de 0,8 V/SCE. Des films 
5 6pais de polymfere sont obtenus, jusqu'a des epaisseurs de 10 pm. Comme le montre 
la figure 3, retroactivity de ces polymeres a ete confirmee par voltametrie cyclique 
en milieu H^O-NaCl 0,5 M, a un pH neutre de 7. Les valeurs de potentiel 
d'oxydation, de l'ordre de 0,30 V/SCE, proches de celle du polypyrrole non 
substitu£, confirment l'electroactivite de ces polypyrroles fonctionnalises avec des 
10 dipeptides. 

Exemple 3: Reconnaissance de carboxvpeptidase A 
Les proprietes specifiques de complexation de ces polypyrroles vis a vis d'enzymes 
prot6olytiques ont 6t€ analysees avec la carboxypeptidase A, avec laquelle (Gly- 

15 DPhe) est connu pour former des complexes stables a pH neutre. Des solutions de 
concentration croissante de carboxypeptidase A, allant de lmg a 5 mg dans 5 cm 3 de 
H20-NaCl 0,5 M ont 6te analysees. Lorsque Ton immerge dans cette solution des 
electrodes non specifiques telles que polypyrrole non substitue, ou poly (3, 4, 5 ou 6), 
un voltamogramme identique a celui obtenu a l'exemple 2 est observe, sans 

20 mod ; fication aucune. Lorsque cependant Ton utilise le poly(pyrrole(Gly-DPhe)), 
poly(2), le voltamogramme montre un deplacement vers les potentiels plus eleves, de 
0,340 V/SCE pour une quantite initiale nulle en carboxypeptidase A jusqu'a une 
valeur limite de 0,500 mV/SCE pour une quantite de 5mg de carboxypeptidase A 
dans la solution. Ce rSsultat est reporte dans la figure 4, qui montre le deplacement 

25 de potentiel, attribud k un encombrement et une rigidification de la chaine de 
polypyrrole, produite lors de la complexation de l'enzyme sur le dipeptide porte par 
la chaine polymfere. La formation de ce complexe entre enzyme et poly(pyrrole- 
dipeptide) a ete confirmee par le relargage de 1' enzyme en milieu acide, a pH = 3, 
ainsi que cela est realise classiquement en chromatographic d'af finite (I.M. Chaiken, 

30 M. Wilchek, I. Parikh, Affinity Chromatography and Biological Recognition, 
Academic Press, New York, 1983). L'enzyme relargu6e a 6te caracterisee de fa?on 
classique par le test de Bradford, en mesurant l'activite enzymatique avec le bleu 
brillant de Comassii, et par l'utilisation d'un standard d'albumine de serum de bovin. 
Lorsque Ton utilise un film de poly(Gly-DPhe) contenant SxlO" 6 unites monomeres, 

35 correspondant h. une charge de polymerisation de 1 Coulomb, une quantite 
significative de 400 microgrammes de carboxypeptidase A a 616 obtenue aprfes 
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relargage dans un milieu acide. Considerant la taille de cette enzyme, de 307 unites 
d'aminoacides, cette quantite d'enzyme relarguee montre qu'environ 1 molecule 
d'enzyme est complexSe pour 200 unites monomferes de (pyrrole-dipeptide), ce qui 
semble raisonnable compte tenu de la difference de taille (environ d'un facteur 100). 
5 Ce resultat montre Sgalement que l'enzyme doit etre distribute k l'interieur du film 
de polymfere, ce qui dSmontre sa permSabilitS vis k vis de V enzyme. Des resultats 
comparables ont 6t6 obtenus lorsque la trypsine a ete utilisee comme enzyme. 
A un potentiel dSterminS de l'electrode, comme le montre la figure 4, une variation 
de courant est observSe en fonction de la concentration d'enzyme. Ce resultat 

10 correspond k la reponse amperometrique de l'electrode, et une des caracteristiques 
intSressantes de cette rSponse concerne sa linearite avec la concentration d'enzyme, 
tel que le montre la figure 5. Une telle relation lineaire permet de proposer un dosage 
quantitatif de I'espfece biologique en solution, soit par 1'utilisation d'un capteur de 
type Slectrochimique, soit par le developpement d'un transistor a effet de champ, 

15 represent^ schematiquement en figure 6. Le principe de fonctionnement en est le 
suivant. Le polymere est realise sur les Electrodes de source et de drain, deposees sur 
un substrat. Cet ensemble est immerge dans la solution k analyser, et une contre- 
61ectrode dans ce meme milieu repr6sente la grille de ce transistor. Lorsque cette 
Electrode de grille est placEe k un potentiel ou la variation du voltamogramme en 

20 fonction de la concentration d'enzyme est maximale, vers 0,2 V dans le cas 
reprEsente k la figure 4, la conductivity du polymere varie de facjon importante avec 
la concentration d'enzyme. Un potentiel applique alors entre electrodes de source et 
de drain permet d'obtenir un signal amplifie, ce transistor fonctionnant suivant le 
principe d'un transistor a effet de champ. 

25 

Exemple 4: Relargage controle d'une enzyme 
Une caracteristique supplemental interessante de ces electrodes concerne le fait 
qu'il a ete montre dans la litterature que le poly (pyrrole acetique acide), ou poly(l) 
relargue des protons dans le milieu electrolytique lorsqu'il est soumis a oxydation 

30 Electrochimique (P. Bauerle et al. Adv. Mater., 1990, 2, 490). Des variations 
importantes de pH peuvent etre observees dans un faible volume electrolytique, 
jusqu'Jt des valeurs de Tordre de 3. Ce relargage de protons s'observe egalement 
lorsque la fonction carboxylique est Eloignee du noyau pyrrole, tel que c'est le cas 
pour un aminoacide ou un peptide non protege greffe sur le pyrrole. Deux voies 

35 existent pour le relargage controls de protons, soit r utilisation d'un peptide dont la 
fonction terminale carboxylique n'est pas protegee, COOH, soit par Tutilisation d'un 
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copolymfere entre pyrrole-acetique acide et pyrrole-peptide protege. Un exemple de 
cette deuxifeme voie est donn6. Un copolymfere entre Py(A), (1) et Py(Gly-DPhe), 
(2), a 6l6 r6alis6 dectrochimiquement, dans les memes conditions que prec6demment. 
Ce copolymere, PoIy(l, 2) conduit, lorsque soumis k electrooxydation a 0,3 V/SCE a 
5 une variation de pH importante jusqu'a pH = 4 au voisinage de P electrode. 

A partir de ce copolymfere Poly(l, 2), ou a partir du polymere Poly(2) dont la 
fonction carboxylique est libre, deux precedes peuvent etre mis en oeuvre pour 
1'extraction, un proced6 en discontinu et un procede en continu. 

a) ProcedS discontinu. 

10 Ce proc6d6 consiste a utiliser une membrane ou electrode a base des materiaux 
pr6cit6s, de la mettre en contact avec le milieu dans lequel P espece biologiquement 
active recherchee, coexiste avec d'autres especes. L'affinite selective apportee par le 
peptide greffe vis a vis de cette espece recherchee provoquera la complexation de 
cette dernifere sur le peptide greffe sur le polymere de Pelectrode ou de la membrane. 

15 Cette membrane ou electrode est ensuite retiree du milieu d 'analyse et introduite dans 
un autre milieu, dit de recuperation. Dans ce milieu de recuperation, con tenant un sel 
support de type NaCl, T electrode ou membrane est soumise a une oxydation 
electrochimique, qui provoque Pexpulsion de protons, par les groupes acides 
carboxyliques, jusqu'a un pH suffisant pour la dissociation et le relargage de P espece 

20 recherchee. 

b) . Procede en continu. 

Le copolymfere Poly(l, 2), ou le polymere Poly(2) avec sa fonction carboxylique 
libre, est realise sous forme de membrane ou d'electrode, avec eventuellement Paide 
d f un polymere support, polycationique ou polyanionique, de type polystyrene 

25 sulfonate ou encore membrane perfluoree telle que Nafion. Cette electrode ou 
membrane, eventuellement composite, constitue la jonction entre deux compartiments 
A et B, tel que schematise dans la figure 7. Un exemple d'extraction de 
carboxypeptidase A par ce dernier procede en continu est decrit dans ce qui suit. 
L'element bioselectif est constitue, dans le cas expose de la figure 7, d'un 

30 copolymere Poly(l, 2) decrit precedemment, polymerise dans une membrane de 
NAFION (Aldrich), obtenue par evaporation sur une grille tits fine de platine de 10 
pi d'une solution k 5% de NAFION dans un melange d'alcools lineaires superieurs 
(Aldrich). Le film de NAFION qui en resulte, qui presente une epaisseur d'environ 5 
/im, sert alors de support pour Pelectropolymerisation du copolymere Poly(l, 2), 

35 aboutissant a une membrane composite 61ectroactive Poly(l , 2)-NAFION. 
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Dans une premiere 6tape 1, une quantite de 10 grammes de carboxypeptidase A est 
introduite dans le compartiment A, dans un milieu H^O-Nad 0,5 M. Une 
complexation sur la membrane de composite [Poly(l-2))-NAFION, s'ensuit 
imm£diatement sur les unites peptidiques de (2), telle que ddcrite precedemment a 
5 1'exemple. 3. Par la suite, une oxydation est realisee, au moyen d'une contre 
electrode et Electrode de reference introduites dans le compartiment B. Dans une 
seconde 6tape 2, Toxydation electrochimique conduit au relargage de protons dans ce 
compartiment B, jusqu'a un pH de 1'ordre de 4, et au relargage imm£diat de la 
carboxypeptidase A. Une quantite de 1,2 grammes de carboxypeptidase A a ete alors 
10 recuperee dans le compartiment B lors d'un cycle de ce processus en continu, ainsi 
que cela a ete determine par dosage de 1'activite enzymatique. 

Ces resultats confirment ainsi le phenomfene de reconnaissance de ces electrodes vis a 
vis d'enzymes, ainsi que leur capacity d'extraction de ces enzymes. Ce comportement 
est li6 de fa^on biunivoque k la nature chimique du dipeptide greffe sur la chaine de 
15 polypyrrole. 

Exemple 5: svnthfese d'un polyp vrrole fonctionnalise avec un polynucleotide 
ou oligonucleotide 

Cette synthase est effectuee suivant les 3 Stapes suivantes. 

20 

a) Synthase du monomfere [N-hydroxysuccinimide 3-pyrrole] 
Dans un tricol sont additionnes 0,4 mole de pyrrole-acide acetique, (I}, 30 ml 
de chloroforme et 0,4 mole de N-hydroxysuccinimide, NHS; (II). Le melange est 
soumis k agitation, puis on additionne goutte a goutte une solution de 0,4 mole de 

25 dicyclohexylcarbodiimide, DCC, dans 20 ml de chloroforme. Apres agitation pendant 
2 heures, un solide blanc est forme qui est filtre et lave au chloroforme. ^pres 
evaporation et lavage k Tacetonitrile pour se d£barrasser de produits de reactio^ non 
necessaires, on recristallise le produit dans le chloroforme. On obtient alors le 
compos6 recherche, [N-hydroxysuccinimide-3-pyrrole], (III), sous forme d'une 

30 poudre blanche. 

, V cm a, y 



35 
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Point de fusion, T F « 135 ° C. 1H RMN (ppm): (NH, 1H, 9, s); pyrrole (2H, 6,7, 
m): pyrrole (1H, 6,1, s); CH 2 (2H, 3,8, s); Hydroxysuccinimide (4H, 2,8, s). 



b) Synthase du polymfere par 61ectropolymerisation 
5 La solution d'electropolymerisation contient 0,5 M UCIO4, 0,1 M de 

monomere (III) dans Tacetonitrile. L'electropolymerisation est realisee sur electrode 
de platine de 0,7 cm 2 de surface, au potentiel de 0,9 V par rapport a une electrode 
satur6e au calomel, ECS, en utilisant une charge d'flectropolymerisation de 30 mC. 
Un film noir apparait sur l'electrode, correspondant a poly(III), dont Tepaisseur est 
10 d 'environ 200 nm. 

H H 

15 



L^lectroactivite de ce polymere a 6te analysee dans un milieu acetonitrile-0,5 M 
LiC10 4 , montrant un pic d'oxydation i 0,28 V/ECS, et un pic de reduction a 0,24 
V/ECS, tel que le montre la figure 8. Le faible ecart entre ces pics d'oxydation et de 
20 reduction, 40 niV, confirme la tres grande electroactivite et reversibilite de ce 
polymere. 



c) Greffage d'un oligonucleotide ODN 
L 1 electrode precedente portant le film de polymere est immergee dans un milieu 

25 r&ctionnel form£ d'un mdlange de dimethyl formamide avec 10 % de tampon borate 
0,1 M, a pH de 9,3, et 26,2 nanomoles de Toligonucleotide, ODN, de 14 bases 
comportant la sequence CCTAAGAGGGAGTG ainsi qu'une fonction amine en 5* sur 
laquelle sera operee la reaction de couplage avec le groupe N-hydroxysuccinimide 
porte par les unites pyrrole du polymere. Cette reaction de couplage s'effectue en 2 

30 heures. Le greffage s'accompagne egalement de Thydrolyse des groupements 
succinimide, non substitu£s avec r oligonucleotide, en acide acetique. Le polymere 
obtenu sur V electrode correspond done a un copolymere Polyflpyrrole- 



35 




H H 
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Exemple 6:. Caracterisation du phenomfene de reconnaissance. 
5 Le ph£nomfcne de reconnaissance a ete confirme par la caracterisation 
electrochimique du film de polymere Poly([Pyrrole-ODN][pyrrole-COOH]), obtenu a 
l'exemple 5c. L'analyse electrochimique a ete menee, d'abord directement sur 
Telectrode obtenue aprfes synthese, puis aprfcs que cette electrode ait ete mise en 
presence d'ODN cible et d'ODN non cible. La reaction d'hybridation de ce polymere 

10 a ainsi 6te realisee en presence d'ODN complementaire (cible) et d'ODN non 
compl6mentaire (non cible), dans une solution aqueuse tamponnee avec du PEG. 
L'incubation est effectuee a 37 °C pendant 2 heures, en presence soit d'ODN cible 
CACTCCCTCTTAGG, en concentration de 335 nanomoles, soit en presence d'ODN 
non cible, GGTGATAGAAGTATC, en concentration de 272 nanomoles. Apres 

15 reaction, les films ont 6t6 rinces avec le tampon PEG et analyses par voltametrie 
cyclique. Les voltamogrammes obtenus sont represents sur les figures 9 et 10. Les 
resultats montrent en premier lieu, Figure 9, que le polymere apres synthese, et avant 
d'etre mis en presence de la sequence cible ou non cible, montre un pic d'oxydation 
reversible qui se situe k 0,34 V/ECS, confirmant l'electroactivite de ce polymere 

20 fonctionnalise. Apres reaction d 1 incubation en presence de la sequence non cible, et 
aprfes ringage, le voltamogramme obtenu ne montre aucune modification. Lorsque par 
contre ce polymfere est incube en presence de la cible, le voltamogramme obtenu , 
Figure 10, est different, avec un accroissement du potentiel d'oxydation a 0,40 
V/ECS, soit une augmentation de 60 mV. Cet accroissement est tout a fait significatif 

25 d'une hybridation qui a eu lieu entre 1'ODN et la cible correspondante. Cette 
augmentation du potentiel d'oxydation est attribute a un phenomfene de complexation 
du bras pendant le long des chaines de polypyrrole, s'accompagnant done d'un 
accroissement de l'energie necessaire a l'oxydation de ce polymfere. 

Ce resultat confirme que cette nouvelle classe de materiaux electroactifs, de 

30 polyh^terocycles conjugues substitues en position 3 par un oligonucleotide, donne 
effectivement lieu & un phenomene de reconnaissance d'ADN complementaire, et 
d'autre part que ces materiaux permettent une lecture electrochimique de cette 
hybridation selective. Cette lecture electrochimique ouvre la voie k des genocapteurs 
de type Electrochimique, amperometrique ou potentiometrique, et d'autre part k des 

35 gdnocapteurs de type transistor microelectrochimique & effet de champ, bas6s sur une 
reponse amp6rometrique. 
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REVENDICATIONS 

1 - Polymfcre conjugue fonctionnalise, 61ectriquement conducteur et electroactif 
caract&ise en ce qu'il repond a la formule I : 



5 




dans laquelle 

10 * n est un nombre entier non nul et i est un nombre entier variant de 2 a n-1, et 

* R 1 , R 1 , R n , identiques ou differents, representent chacun H ou un groupe 
fonctionnel susceptible de se Her, par covalence, a une premiere molecule biologique 
ou anti-ligand, et en ce que ledit polymere presente une conductivity et une 
electroactivite sensiblement du meme ordre que celle du polymere conjugue non 

15 fonctionnalise correspondant, c'est-^-dire du polymere de formule I correspondant, 
dans laquelle R 1 , R\ R n representent chacun H. 

2 - Polymfere selon la revendication 1 , caracterise en ce que le ou les groupements 
fonctionnels sont independamment choisis dans r ensemble de groupes fonctionnels 

20 suivants : 

Yp-C-X oii X represente H, OH, un radical O-alkyle inferieur substitue ou non, un 
halogfene, notamment CI; Y p -NHZ, Z representant H ou un radical alkyle; Y p -NH- 
CO-CF3; Yp-X ou X repond a la definition ci-dessus, p etant un nombre entier de 
preference egal iO, 1 ou 2 ; -Si(alkyle>3, -Si(alkoxyle>3, ou un groupement ester 
25 active tel que le N-hydroxy-succinimide. 

3 - Polymere selon la revendication 2, caracterise en ce que Y represente un 
groupement choisi parmi les alkyles ayant de 1 h 5 atomes de carbone, les alkoxyles 
ayant de 1 & 5 atomes de carbone, les poly6thers repondant a la formule generale 

30 (CH2-CH2-0) m -(CH2) m , -, m representant un nombre entier variant de 1 a 3 et m' 

un nombre entier egal a 1 ou 2. 

4 - Polymere conjugue, electriquement conducteur, et electroactif comprenant au 
moins un groupe fonctionnel lie, par covalence, a une premiere molecule biologique 

35 ou anti-ligand, caracterise en ce que ledit polymere repond a la formule II 
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5 dans laquelle : 

* n est un nombre entier non nul et i est un nombre en tier variant de 2 a n-1, et 

* R' 1 , R' 1 , R' n , identiques ou differents, represented chacun H ou un groupe 
fonctionnel susceptible de se lier, ou lie, par covalence, a une premiere molecule 
biologique ou anti-ligand. 

10 

5 - Polymfere selon la revendication 4, caracterise en ce que les groupes fonctionnels 
lies k une molecule biologique ou ligand sont choisis, avant reaction avec cette 
derniere, dans Tensemble des groupes fonctionnels suivant : 

Yp-C-X oii X represente H, OH, un radical O-alkyle inferieur substitue ou non, un 
15 halogfene, notamment CI; Y p -NHZ, Z representant H ou un radical alkyle; Y p -NH- 
CO-CF3; Yp-X ou X repond k la definition ci-dessus, p etant un nombre entier de 
preference <§gal k 0,1 ou 2 ; -Si(alkyle) 3 , -Si(alkoxyle>3, ou un groupement ester 
active tel que le N-hydroxy-succinimide. 

20 6 - Polymfere selon Tune des revendication 4 et 5 , caracterise en ce que les groupes 
fonctionnels H6s k une molecule biologique sont identiques et consistent, avant 
reaction avec la premiere molecule biologique, en -(CH2)-COOH. 

7 - Polymere corijuguS selon la revendication 6, caracterise en ce que la ou les 
25 premieres molecules biologiques ou anti-ligands sont choisis parmi les peptides ou 

derives de peptides notamment Gly-Phe, Phe-Pro, Phe-Hea-Pro, et parmi les 
polynucleotides tels que Toligonucleotide de sequence: CCTAAGAGGGAGTG. 

8 - Utilisation d'un polymere conjugue tel que defini dans Tune des revendications 4 
30 k 7, pour detecter ou doser, in vitro ou in vivo, une seconde molecule biologique ou 

ligand, differente de Tanti-ligand et interagissant specifiquement avec ce dernier, la 
detection et/ou le dosage dudit ligand etant effectue par observation et/ou mesure 
d'une difference de potentiel ou d'une variation de courant entre le polymere 
conjugue non lie au ligand et le polymere conjuguS lie au ligand. 

35 



WO 95/29199 



m 



m 



PCT/FR95/00536 



20 



9 - Utilisation, selon la revendication 8, d'un polymfcre defini a la revendication 7, 
pour ddtecter et/ou doser une enzyme, telle qu'une enzyme proteolytique notamment 
la carboxypeptidase A. 

5 10 - Utilisation selon la revendication 8, d'un poly mere defini & l'une des 
revendications 4 & 7, pour detecter et/ou doser un polynucleotide tel que 
r oligonucleotide de sequence CACTCCCTCTTAGG. 

11 - Utilisation d'un polymere conjugue selon Tune quelconque des revendications 4 
10 k 7, pour extraire, in vitro ou in vivo, une seconde molecule biologique ou ligand, 

differente de l'anti-ligand et interagissant speciflquement avec ce dernier. 

12 - Utilisation d'un polymere conjugue selon Tune quelconque des revendications 4 
a 7, caracterise en ce que le polymere conjugue est depose sur un substrat 

15 conducteur, tel que le mttal ou un derive du carbone, ou sous la forme d'un film 
auto-supporte. 

13 - Electrode caracterisee en ce qu'elle est constitute d'un substrat conducteur tel 
que un metal ou un derivt de carbone et d'un polymere tel que defini dans l'une 

20 quelconque des revendications 4 k 7. 

14 - Film auto supporte d'un polymere caracterisee en ce qu'elle est constitute d'un 
polymere tel que defini dans Tune quelconque des revendications 4 a 7. 
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